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RESUMEN 
 
El cianuro es una sustancia química que se utiliza en el ámbito industrial y minero. No 
obstante, también es considerado un toxico potencialmente letal. El cianuro es potente 
inhibidor del metabolismo celular y uno de los gases que contamina el ambiente 
atmosférico. La mayoría de tratamientos fisicoquímicos empleados para mitigar los 
efluentes cianurados son caros y/o insuficientes, por esta razón la utilización de 
microorganismos capaces de biodegradar el cianuro es una buena alternativa por los 
bajos costos operativos y alta eficiencia que presenta.  
El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad  biodegradativa de cianuro por 
bacterias alcalófilas. Se recolectaron 7 muestras de relave procedentes de la Planta 
Concentradora Mesapata (Cátac – Ancash).  Se lograron aislar 25 cepas de las cuales 
tres (P-CIAN 2, P-NUT 1 y P-KING 2), obtuvieron los mejores rendimientos en las 
pruebas de selección, tolerando concentraciones de hasta 100 mg/L de CN‾ a pH 11,0. 
Las cepas P-CIAN 2, P-NUT 1 y P-KING 2 obtuvieron velocidades de crecimiento de 
0,063 h-1; 0,039 h-1 y 0,082 h-1; y tasas de biodegradación de 0,472 mg L-1 h-1, 0,688 
mg L-1 h-1 y 0,875 mg L-1 h-1, respectivamente. P-CIAN 2, P-NUT 1 y P-KING 2 fueron 
capaces de biodegradar una concentración de 100 mg/L de CN‾ hasta en 77, 85 y 
91%, respectivamente.  
Solo las cepas P-NUT 1 y P-KING 2 pudieron ser identificadas como Pseudomonas 
pseudoalcaligenes y Chromobacterium violaceum, respectivamente.  
 
Palabras clave: cianuro, efluentes mineros, bacterias alcalófilas, biodegradación,  
Pseudomonas, Chromobacterium. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Cyanide is a chemical that is used in the industrial and mining sector. However, it is 
also considered a potentially lethal toxic. Cyanide is a potent inhibitor of cell 
metabolism and one of the gases that pollute the atmospheric environment. Most 
physicochemical treatments used to mitigate cyanide effluents are expensive and/or 
insufficient, for this reason the use of microorganisms capable of biodegrading cyanide 
is a good alternative for high efficiency and low operating costs presented.  
The aim of this study was to evaluate the ability of cyanide biodegradativa alkaliphilic 
bacteria. 7 samples of tailings from the concentrator plant Mesapata (Cátac-Ancash) 
were collected. It was possible to isolate 25 strains of which three (P-CIAN 2, P-NUT 1 
and P-KING 2) obtained the best performance in the selection tests. They tolerated 
concentrations up to 100mg/L of CN‾ to pH 11.0. The P-CIAN 2, P-NUT 1 and P-KING 
2 strains obtained growth rates of 0.063 h-1, 0.039 h-1 and 0.082 h-1, and 
biodegradation rates of 0.472 mg L-1 h-1, 0.688 mg L-1 h-1 and 0.875 mg L-1 h-1, 
respectively. P-CIAN 2, P-NUT 1 and P-KING 2 were able to biodegrade a 
concentration of 100mg/L CN‾  up to 77, 85 and 91% of CN, respectively.  
Only strains P-NUT 1 and P-KING 2 could be identified as Pseudomonas 
pseudoalcaligenes and Chromobacterium violaceum, respectively. 
 
Key words: cyanide, mining effluent, biodegradation, alkaliphilic bacteria, 
Chromobacterium, Pseudomonas. 
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I. INTRODUCCIÓN 
                                                                     
El cianuro es el principal reactivo químico utilizado por la industria minera para la 
extracción y recuperación de metales como el oro, plata, plomo, cobre y zinc. También 
es empleado por otras industrias para la fabricación de diversos productos tales como 
papel, textiles, plásticos, medicamentos, etc. Anualmente se produce alrededor de 1,4 
millones de toneladas de cianuro en el mundo (Logsdon et al., 1999). 
 
En nuestro país, hace poco más de una década, el cianuro de sodio (NaCN) era 
empleado por unas treinta plantas de cianuración en la recuperación del oro. En 1994 
el Ministerio de Energía y Minas calculó un incremento de 165 %, entre 1995 y fines de 
siglo, en la aplicación de procesos de cianuración (Perú, MINEM, 1996).  
 
El cianuro es una sustancia muy tóxica, que afecta a todas clase de células vivas ya 
sean de plantas, animales o microorganismos (Patil y Kulkarni, 2008). Cuando el 
cianuro se encuentra en soluciones con pH inferiores a 9,2 se produce la forma más 
tóxica del cianuro, el ácido cianhídrico (HCN) gaseoso (Dzombak et al., 2006). Pese a 
la evidente peligrosidad de este compuesto, se estima que su uso se incremente en 
los próximos años ya que aún no existe un material sustituto que pueda ser 
equivalente en términos de eficiencia operacional, comercial y racionalidad ecológica, 
en comparación con materiales de mayor peligrosidad, como su predecesor el 
mercurio. 
 
Actualmente, se utiliza una gran variedad de tratamientos físicos y químicos para 
eliminar y/o reducir los altos niveles de cianuro presente en los efluentes industriales. 
Sin embargo, muchos de estos tratamientos resultan ser insuficientes y caros, además 
de generar otros productos secundarios tóxicos, como ocurre con muchos de los 
métodos químicos empleados (Akcil et al., 2003). Por esta razón la búsqueda de 
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tratamientos alternativos que sean más eficaces, baratos y amigables con el ambiente 
resultan ser de gran importancia e interés para muchas industrias (Baxter y 
Cummings, 2006). 
 
A mediados de 1950 se comenzó a estudiar el uso de microorganismos capaces de 
biodegradar el cianuro (Pettet y Mills, 1954; Ware y Painter 1955). En la actualidad, 
existen muchas investigaciones que demuestran la capacidad de algunos 
microorganismos de utilizar el cianuro como fuente de nitrógeno y/o carbono (Knowles 
1976; Raybuck, 1992;  Dubey y Holmes 1995; Akcil et al., 2003; Gupta et al., 2010). El 
empleo de microorganismos para tratar los efluentes cianurados proveniente de las 
industrias, ofrece una solución mucho más eficaz y barata que los tratamientos 
químicos y físicos convencionales (Nelson et al., 1998). 
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II. MARCO TEÓRICO 
 
2.1  El cianuro 
 
El término cianuro sirve para designar a una familia de compuestos químicos que se 
caracterizan por la presencia de un átomo de carbono enlazado a un átomo de 
nitrógeno mediante un enlace triple (−C≡N). Más generalmente, se llama cianuro a una 
variedad amplia de compuestos que contienen este grupo químico (Álvarez, 2005). 
 
2.1.1  Terminología del cianuro 
 
En general, las distintas especies que incorporan en su composición al ión cianuro 
pueden ser agrupadas en alguna de las siguientes clases: 
 
 Ión cianuro. Este término se refiere únicamente al anión CN‾ en solución. 
 
 HCN (molecular). Es una molécula neutra a la que se denomina ácido 
cianhídrico o cianuro de hidrógeno. Al grupo formado por el ión cianuro y el 
ácido cianhídrico se le conoce como “cianuro libre”. Únicamente el HCN es 
volátil a partir de soluciones acuosas y sólo el CN‾ tiene capacidad de formar 
complejos con distintos iones metálicos, por esta razón este ión es utilizado en 
aplicaciones industriales. 
 
 Compuestos simples de cianuro. Son compuestos iónicos que se disocian 
directamente en el agua liberando un catión y un anión (CN‾). Son las sales 
que provienen de reacciones ácido-base como por ejemplo, el NaCN y KCN. 
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 Compuestos complejos de cianuro. Son compuestos iónicos que se disocian 
directamente en el agua liberando un catión y un anión que contiene al ión 
cianuro. El anión, denominado “complejo”, puede seguir disociándose, 
produciendo en última instancia un catión y varios aniones cianuro (por 
ejemplo, el 
2
3Cu(CN) . 
 
 Organocianuros. Corresponden a compuestos orgánicos que contienen el 
grupo ciano (R-C≡N), se les denominan nitrilos o cianuros. Los nitrilos son 
producidos de forma natural o artificial. En esta clase podemos encontrar a las 
cianhidrinas, los glucósidos cianogénicos, el acetonitrilo, el acrilonitrilo, etc. 
 
 Cianuro Total (CNT): Se denomina así a todos los compuestos de cianuro 
(disueltos o no) existentes en una solución acuosa. 
 
 Cianuro disociable en ácido débil o cianuro WAD (Weak Acid Dissociable): 
Es un término analítico utilizado para designar a los compuestos de cianuro 
que se disocian bajo reflujo con un ácido débil, normalmente a pH 4,5. 
 
 Cianuro disociable en ácido fuerte o cianuro SAD (Strong Acid Dissociable): 
Es otro término analítico utilizado para designar a compuestos cianurados que 
resisten el ataque de un ácido débil, pero se disocian en presencia de un ácido 
fuerte a bajo pH. 
 
 Compuestos derivados del cianuro (Cyanide related compounds). Son 
compuestos esencialmente no tóxicos que proceden de las transformaciones 
de compuestos cianurados. Los más importantes son el tiocianato, el cianato, 
los iones nitrato, nitrito y el amoníaco. 
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 2.2  El cianuro en solución 
 
Entre los compuestos de cianuro presentes en las disoluciones y/o efluentes mineros u 
otros procesos de cianuración, figuran el cianuro libre, las sales alcalinotérreas y los 
complejos cianurados metálicos formados con oro, mercurio, cinc, cadmio, plata, 
cobre, níquel, hierro y cobalto (Smith y Mudder, 1991). Estos pueden clasificarse en 
cinco categorías generales (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Complejos cianurados 
Clasificación Compuesto 
1. Cianuro Libre CN‾, HCN 
2. Cianuros Simples 
2.1. fácilmente solubles 
2.2. sales neutras insolubles 
 
2 2NaCN, KCN, Ca(CN) , Hg(CN)  
2 2 2Zn(CN) ,Cd(CN) , Cu(CN), Ni(CN) , Ag(CN)  
3. Cianuros complejos débiles 
2 1 2
4 3 4Zn(CN) , Cd(CN) , Cd(CN)  
4. Cianuros complejos moderadamente 
fuertes 
1 2 2 1
2 3 4 2Cu(CN) , Cu(CN) , Ni(CN) , Ag(CN)  
5. Cianuros complejos fuertes 
4 4 1 3
6 6 2 6Fe(CN) , Co(CN) , Au(CN) , Fe(CN)  
 
 (Fuente: Smith y Mudder, 1991) 
 
2.2.1  Cianuro libre 
 
“Cianuro libre” es el término utilizado para describir tanto al anión CN‾ que se disuelve 
en el agua del proceso, como al HCN que se forma en la solución. En los procesos de 
cianuración mineros, las briquetas sólidas de cianuro de sodio se disuelven en el agua 
para formar el catión Na  y el anión CN‾. El CN‾ se puede combinar luego con el 
hidrógeno (H+) para formar HCN molecular, según la reacción: 
                           H  + CN   HCN        (1)         (pKa= 9,24 a 25ºC) 
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La medida en que esta reacción se desplace a uno u otro lado depende casi 
exclusivamente del pH de la solución (Figura 1). Si el pH no es muy elevado, la 
concentración de protones (H+) en el agua será importante y la reacción (1) se 
encontrará desplazada a la derecha. Así, a valores de pH bajos, predominará el HCN 
(fase estable) sobre el CN‾. En cambio, si el pH es elevado, la concentración de 
protones será pequeña y la reacción (1) estará desplazada hacia la izquierda, 
predominando entonces la forma aniónica. En condiciones normales de temperatura y 
presión, las concentraciones de HCN y CN‾ son iguales a un valor de pH de 
aproximadamente 9,24 (Álvarez, 2005; Dzombak et al., 2006).  
 
 
Figura 1. Distribución del HCN y el CN‾ en una solución acuosa (pKa=9,24 a 25ºC) 
(Fuente: Dzombak et al., 2006) 
 
Sólo el CN‾ forma complejos con metales y únicamente el HCN es volátil a partir de 
soluciones acuosas, por esta razón los procesos de cianuración deben operar a pH 
alcalinos; de otra forma el CN‾ se perdería por volatilización, ya que el punto de 
ebullición del HCN es de 25,7 ºC (Smith y Mudder, 1991).  Así, con el fin de retener el 
cianuro en la solución y controlar las emisiones de CN‾ en el lugar de trabajo, se 
agrega cal para mantener el pH de la solución mayor a 10,5 (Álvarez, 2005). 
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2.2.2  Complejos de cianuro 
 
Aunque el cianuro se utiliza principalmente en la lixiviación del oro, también es capaz 
de reaccionar con otros metales. El mineral aurífero casi siempre contiene otros 
metales, entre ellos hierro, cobre, zinc, níquel y plata, así como otros elementos, como 
el arsénico (Logsdon et al., 1999).  
 
Los metales pueden formar complejos estables de cianuro en presencia de un exceso 
de CN‾. La formación de complejos se limita casi totalmente a los metales de 
transición del bloque “d” de la tabla periódica y sus vecinos como son Zn, Cd y Hg 
(Cotton y Wilkinson, 1972). Se sabe que 28 elementos en diferentes estados de 
oxidación, pueden formar 72 complejos con el cianuro. El grado de formación de 
complejos solubles está determinado por la concentración de CN‾. Algunos complejos 
son muy estables, mientras que otros se destruyen fácilmente (Álvarez, 2005). 
 
2.2.3 Compuestos cianurados simples 
 
Los cianuros simples pueden definirse como sales del ácido cianhídrico (p. ej. KCN, 
NaCN, Ca(CN2), que se disuelven completamente en disolución acuosa produciendo 
cationes alcalinos libres y el anión cianuro, por ejemplo: 
2
2
   NaCN  Na  + CN
Ca(CN)   Ca  + 2CN
  
Los cianuros simples son eléctricamente neutros y son idóneos para existir en forma 
sólida. Los compuestos cianurados simples son solubles en agua y se disocian o se 
ionizan fácilmente y por completo para producir cianuro libre y el ion metálico (Smith y 
Mudder, 1991).  
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2.2.4  Complejos débiles y fuertes de cianuro 
 
Los complejos débiles de cianuro, con frecuencia denominados cianuros “disociables 
en ácidos débiles” o cianuros WAD, pueden disociarse en solución y producir 
concentraciones ambientalmente significativas de cianuro libre. Por otra parte, los 
complejos fuertes de cianuro (“disociables en ácidos fuertes” o cianuros SAD) se 
degradan mucho más lentamente que el cianuro WAD en condiciones químicas y 
físicas normales. 
 
Los complejos débiles incluyen complejos de cianuro de cadmio, cobre y zinc, entre 
otros. Al igual que ocurre en el caso de la formación del ácido cianhídrico, el grado  en 
que se disocian estos complejos depende en gran medida del pH de la solución. Los 
complejos de cianuro con oro, plata, cobalto y hierro son fuertes y estables en 
solución. Esta estabilidad del complejo oro-cianuro es un factor clave en el uso del 
cianuro para la extracción del oro del mineral. Una vez que el oro entra  en solución 
ligado al cianuro, permanece complejado con el cianuro hasta que las condiciones del 
proceso se cambian con el fin de recuperarlo en forma de metal. El hierro está 
virtualmente presente en todos  los materiales geológicos: así, para la gran mayoría de 
las condiciones de operación en plantas de cianuración, los complejos fuertes de 
cianuro son predominantemente cianuros de hierro, ferri y ferrocianuros (Álvarez, 
2005). 
 
2.2.5  Compuestos derivados del cianuro 
 
Como resultado de la cianuración, de la degradación natural o del tratamiento de agua 
residual, se forman una diversidad de compuestos en disolución, relacionados con el 
cianuro, entre los que figuran el tiocianato, el cianato y el amoniaco. 
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2.2.5.1  Tiocianato 
 
El tiocianato (SCN‾) se forma por la reacción entre el ión cianuro, el oxígeno y 
sustancias que contienen azufre, resultando ser mucho menos tóxico que el cianuro. 
Los tiocianatos son más estables que los cianatos y que el ión cianuro en solución 
acuosa.  
 
El tiocianato puede degradarse lentamente debido a la acción de diversos 
microorganismos, los cuales lo oxidan formando amoníaco y sulfato. Ciertos 
organismos tienen la capacidad de utilizar el tiocianato como una fuente de nitrógeno, 
lo cual ocurre sólo después de agotarse todo el amoníaco disponible. Los mecanismos 
de descomposición química de este compuesto son lentos; además, el tiocianato es 
resistente a la fotodegradación (Smith y Mudder, 1991).  
 
2.2.5.2  Cianato 
 
El cianato (CNO‾) es un producto generado durante el procesamiento de minerales, 
debido a la reacción entre el ión cianuro y el oxígeno, o durante el tratamiento de 
efluentes que contienen cianuro por medio de un agente oxidante como el peróxido de 
hidrógeno, el ión hipoclorito o algunos otros. El cianato es estable en condiciones  
básicas pero se descompone en medio ácido para generar iones amonio (Gómez, 
2012). 
 
2.2.5.3  Amoníaco 
 
A temperatura ambiente, el cianato y el tiocianato reaccionan lentamente con agua 
para formar amoníaco (NH3), anión formiato y/o carbonato (Smith y Mudder, 1991). El 
NH3 puede formar complejos metálicos con el cobre y el níquel, pero en las 
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concentraciones en las que se presenta en los efluentes del procesamiento de 
minerales auríferos, no compite eficazmente con el cianuro o con el tiocianato  como 
agente para la formación de complejos.  
 
El amoníaco libre es tóxico para la mayoría de los seres vivos. Este compuesto se 
volatilizará en el aire a un nivel elevado de pH, pero permanecerá en solución, al igual 
que el ión amonio, en condiciones neutras de pH. Los principales mecanismos de 
eliminación del amoníaco en el ambiente acuático son la nitrificación biológica, 
eliminación por las plantas y la adsorción en las arcillas (Álvarez, 2005). 
 
2.3  Fuentes del cianuro 
 
El carbono y el nitrógeno, los dos elementos que forman el cianuro, están presentes a 
nuestro alrededor. Juntos forman casi el 80% del aire que respiramos y ambos  están 
presentes en las moléculas orgánicas que son la base de todas las formas de vida. El 
cianuro de hidrógeno se formó en las primeras etapas del desarrollo de nuestro  
planeta como precursor de los aminoácidos, a partir de los cuales evolucionó la vida  
sobre la tierra (Logsdon et al., 1999). El cianuro se produce de forma natural en la  
biósfera y además es sintetizado y utilizado en una gran variedad de industrias.  
 
2.3.1 Fuentes naturales 
 
La síntesis biológica de cianuro (cianogénesis), fue descubierta por primera vez en 
plantas en 1802. En la actualidad se sabe que los compuestos cianogénicos pueden 
encontrarse en más de 3 000 especies de plantas, animales, algas, bacterias y 
hongos. En la mayoría de los organismos, el cianuro se utiliza como un mecanismo 
para regular procesos bioquímicos específicos (Dzombak et al., 2006). 
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Aproximadamente 2 650 especies de plantas, pertenecientes a alrededor de 550 
géneros y más de 130 familias, producen cantidades significativas de glucósidos 
cianogénicos que se almacenan en vacuolas celulares (Lechtenberg y Nahrstedt, 
1999). Entre las plantas se encuentran cultivos de gran importancia económica como 
la alfalfa, el sorgo, la linaza, el bambú, la papa, el algodón y el frijol, así como 
diferentes árboles frutales (Luque-Almagro, 2006; Dzombak et al., 2006). En el reino 
animal la síntesis biológica de cianuro está restringida a artrópodos; algunos 
centípedos, milípedos e insectos (coleópteros, heterópteros y lepidópteros) capaces 
de producir cianuro (Duffey, 1981; Nahrstedt, 1988). 
 
En bacterias, la cianogénesis se encuentra limitada a Chromobacterium violaceum y 
varias especies del género Pseudomonas (P. chlorophis, P. aeruginosa y P. 
fluorecens) (Dubey y Holmes, 1995). En estos microorganismos la biosíntesis de 
cianuro tiene lugar durante la transición de la fase exponencial de crecimiento y la fase 
estacionaria, lo que indica que este proceso forma parte del metabolismo secundario 
(Askeland y Morrison, 1983; Knowles, 1976). Sólo algunas algas (Chlorella vulgaris, 
Anacystis nidulans, Nostoc muscorum y Plectonema boyanum) son capaces de 
producir cianuro (Dubey y Holmes, 1995). Aproximadamente 300 especies de hongos, 
pertenecientes a 52 géneros, son cianogénicos (Luque-Almagro, 2006). 
 
2.3.2 Fuentes antropogénicas 
 
El cianuro se utilizó comercialmente por primera vez en 1889 en Nueva Zelanda, en la 
extracción y recuperación de oro y plata. Debido a sus características químicas, 
disponibilidad, efectividad y costo, actualmente este compuesto se utiliza ampliamente 
en diversos tipos de industrias y es considerado esencial en el mundo moderno 
(Logsdon et al., 1999). Las principales formas de cianuro producidas por el hombre 
son el cianuro de hidrógeno gaseoso, el cianuro sólido de sodio y el cianuro de potasio 
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(Mudder y Botz, 2004). Las industrias mineras emplean típicamente soluciones de 
NaCN entre 100 a 500 mg/L (Logsdon et al., 1999). 
 
Anualmente se utiliza más de un millón de toneladas de cianuro, que representan el 
alrededor del 80% de la producción total, en la producción de químicos orgánicos, 
como nitrilos, nylon y plásticos acrílicos, así como en la fabricación de pinturas, 
adhesivos, cosméticos, colorantes, medicamentos, insecticidas, agentes quelantes, 
etc. Otras aplicaciones industriales incluyen la galvanoplastia, endurecimiento del 
acero. El 20% restante de la producción de cianuro es empleado en la fabricación 
cianuro de sodio, muy utilizado en la minería de todo el mundo (Logsdon et al., 1999). 
 
2.4  Toxicidad del cianuro 
 
El cianuro, a pesar de ser un producto químico industrial indispensable, es conocido 
por sus características tóxicas potencialmente mortales. La toxicidad del cianuro 
depende básicamente de su forma química, su estabilidad y su biodisponibilidad (Kunz 
y Casey, 1980). La forma más tóxica es el cianuro libre (HCN y CN‾), y las menos 
tóxicas son los complejos cianurometálicos fuertes (Dubey y Holmes, 1995). Existen al 
menos tres mecanismos conocidos de toxicidad para el cianuro: (a) quelación con 
metales di o trivalentes en los sitios activos de las metaloenzimas, (b) reacción con 
bases Schiff intermediarias para formar derivados de nitrilo estables y (c) la formación 
de cianhidrinas por reacción con grupos ceto (Solomonson, 1981).  
 
La principal metaloenzima afectada en los seres vivos es la citocromo oxidasa, enzima 
terminal de la cadena respiratoria mitocondrial, esencial para la utilización del oxígeno 
durante la respiración celular. La inhibición de esta enzima bloquea la fosforilación 
oxidativa, disminuyendo la concentración de ATP en la célula y provocando la muerte 
celular (Donato et al., 2007). El cianuro, también puede inhibir la actividad de otras 
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enzimas como la catalasa, la peroxidasa, la fosfatasa, la ribulosa 1,5 bisfosfato 
(Rubisco) (Vasil’ev et al., 2007).  
 
En microorganismos, además de inhibir el crecimiento, se ha descrito que el cianuro 
altera la morfología celular en Bacillus pumillus, modifica la motilidad de Spirillum 
volutans, aumenta el tiempo de generación de E. coli y causa mutaciones en 
Neurospora crassa (Dubey y Holmes, 1995). En plantas, el cianuro es capaz de inhibir 
la fotosíntesis (Wishnick y Lane 1969, Vasil’ev et al., 2007). En animales y humanos el 
cianuro puede ser absorbido por la piel, ingerido o inhalado. Posteriormente, el cianuro 
es distribuido por todo el cuerpo a través de la sangre, provocando hipoxia citotóxica 
en todos los tejidos. Uno de los principales órganos sobre los que actúa el cianuro es 
el sistema nervioso central. Debido a la importancia de la respiración celular en este 
órgano, su inhibición provoca graves alteraciones neurológicas, ocasionando en último 
término la muerte del individuo. Concentraciones de HCN de 200 mg/L son letales 
para muchos animales (Montenegro, 2003). La dosis letal para humanos es, en caso 
que sean ingeridos, de 1 a 3 mg/Kg del peso corporal; en caso sea absorbido, de 100 
a 300 mg/Kg; y de 100 a 300 mg/L si son inhalados (Ruiz, 2004). En ambientes 
acuáticos, concentraciones muy bajas como 0,1 mg/L afectan la biota más sensible, 
peces y aves migratorias (Henny et al., 1994). Por lo tanto, el cianuro y sus derivados 
pueden afectar la biodiversidad y la biomasa activa del ecosistema, provocando 
graves problemas en el ambiente. 
 
Con el fin de proteger la salud de la población y el ambiente, la mayoría de los países 
han establecido límites estrictos de concentración de cianuro sobre las aguas 
destinadas al consumo humano y los efluentes de ciertos sectores de producción. En 
nuestro país, los LMP de cianuro en aguas de consumo es de 0,070 mg/L (DS N° 031-
2010-SA) y en los efluentes de las actividades Minero-Metalúrgicas es de 1 mg/L de 
Cianuro Total (DS N° 010-2010-MINAM). 
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2.5   Degradación del cianuro en el ambiente 
 
2.5.1   Degradación natural de los compuestos cianurados 
 
Por ser un compuesto natural, el cianuro es biodegradable (Knowles, 1976). Los 
procesos de degradación natural pueden reducir a largo del tiempo la concentración 
de las formas tóxicas del cianuro en soluciones a valores muy bajos. El principal 
mecanismo de degradación natural del cianuro es la volatilización, con posteriores 
transformaciones atmosféricas a sustancias químicas menos tóxicas. Otros factores 
como la oxidación biológica, la hidrólisis, la precipitación y los efectos de la luz solar 
(fotólisis), también contribuyen a la degradación del cianuro (Figura 2). En algunos 
casos, la combinación de estos procesos de degradación natural son suficientes para 
satisfacer los requisitos que reglamentan la descarga de soluciones que contienen 
cianuro (Longdon et al., 1999). 
 
 
Figura 2. Procesos de degradación natural de los compuestos cianurados. 
(Fuente: Dzombak et al., 2006) 
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A pesar de que estos procesos son efectivos, no siempre tienen una cinética tan 
rápida como para ser considerados en propósitos industriales (20 mg/L de cianuro total 
puede degradarse en aproximadamente 100 días), por lo que es necesario trabajar 
con otros sistemas de detoxificación (Longdon et al., 1999). Además, los porcentajes 
de degradación varían según las formas y concentraciones del cianuro, la temperatura, 
el pH, la población microbiana presente, la exposición a la luz, etc.; por lo que resulta 
difícil de medir y controlar (Álvarez, 2005). 
 
2.5.2  Tratamientos fisicoquímicos de los compuestos cianurados 
 
Los efluentes industriales mineros contienen típicamente concentraciones entre 0,1 a 
100 mg/L de CNT, mientras que en efluentes de industrias galvanoplásticas pueden 
encontrarse concentraciones de cianuro entre 0,1 a 1000 mg/L de CNT (Patil y 
Kulkarni, 2008). Actualmente existen muchos tratamientos fisicoquímicos para tratar 
los residuos cianurados, entre ellos están la cloración alcalina, ozonización, 
precipitación, acidificación, oxidación electrolítica, el proceso INCO (con SO2/aire), 
peróxido de hidrogeno, ácido de Caro, absorción con carbón activado, ósmosis 
reversa, hidrolisis térmica, etc. (Botz et al., 2005). La selección del tratamiento más 
apropiado y económico depende de muchos factores tales como: las características 
fisicoquímicas del efluente, la cantidad del efluente a tratar, la matriz del efluente, la 
calidad de tratamiento requerida, el costo y otros factores relacionados al efluente 
(Dzombak et al., 2006). En la Tabla 2 se describe brevemente los principales 
tratamientos que se emplean para la eliminar el cianuro del ambiente.   
 
Muchos de estos métodos resultan ser muy efectivos para remover el cianuro; sin 
embargo, algunos son muy caros y/o difíciles de operar. Además, en muchos casos no 
se llega a eliminar completamente el cianuro y en otros se requieren de tratamientos 
adicionales. En vista de estas limitaciones, existe una necesidad de desarrollar 
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tratamientos alternativos capaces de producir altos niveles de degradación del cianuro 
a un bajo costo (Nelson et al., 1998; Akcil, 2003). 
 
Tabla 2. Principales tratamientos fisicoquímicos para la eliminación del cianuro. 
Tratamiento Ventaja Desventaja 
Remueve ¿Requiere 
tratamiento 
adicional? 
CN‾ 
libre 
Tiocianato 
Cianuro WAD 
(complejo metal) 
Cianuro SAD 
(complejo metal) 
Clorinación 
alcalina 
Tecnología 
establecida.  
 
El cianuro se oxida 
a CO2 y N2 a pH 
bajo.  
 
Remueve metales 
por precipitación a 
pH elevados.  
Se adicionan 
cationes/aniones al 
agua.   
Exceso de hipoclorito 
toxico.  
La clorinación puede 
reaccionar con 
compuestos orgánicos.   
Genera productos 
tóxicos intermediarios. 
Si Si Si No Si 
Peróxido de 
hidrogeno 
El exceso se 
descompone a H2O 
y O2.   
Simple de operar.  
No reacciona con el 
Tiocianato. 
 
Costoso. 
Puede precipitar si 
precipitan ferricianuros 
con cobre. 
Requiere dosis 
exactas. 
Si No Si Algo Si 
SO2/aire 
(INCO) 
El reactivo es 
barato. 
   
Se usa sobre un 
amplio rango de pH. 
Agrega sulfatos al 
proceso.  
Puede precipitar si 
precipitan ferricianuros 
con cobre. 
Si Algo Si Si Poco 
Ozonización 
Es posible alguna 
regeneración del 
cianuro. 
Produce amonio. 
Altamente costo. 
Si Si Si No Si 
Oxidación 
anódica 
Trata todos los 
efluentes sin 
importar su 
concentración.   
Requiere tratamiento 
adicional por 
oxidación. 
Si Si Si No Si 
Electrodiálisis Altamente eficiente. 
Muy costoso. 
Aplicable a cierto tipo 
de efluentes. 
Si Si Si Si No 
Ósmosis 
reversa 
Tratamiento 
eficiente. 
Costoso.   
Aplicable a cierto tipo 
de efluentes. 
Si Si Si Si No 
Hidrólisis Metodología simple. 
Se requieren altas 
temperaturas.  
Produce HCN. 
Requiere mucho ácido. 
Si No No No Si 
Carbón 
activado 
Método muy 
efectivo. 
Costoso.   
Solo para bajas 
concentraciones.  
Se requiere pre 
tratamiento. 
No Algo Mucho Si Poco 
Resina Eficiente 
Se requiere pre 
tratamiento.   
Difícil de sustituir. 
Algo Algo Si Si Poco 
Acido de Caro 
Útil en el sitio de 
tratamiento. 
 
Se usa donde el 
proceso INCO no es 
posible. 
Tecnología no 
establecida.  
No aplicable para 
todos los sitios. 
Aplicación limitada. 
Si Si Si Algo Poco 
Fotólisis 
Proceso efectivo.  
No se producen 
productos 
indeseables.  
Remoción completa. 
Requiere alta energía.  
Dificultad para operar.   
Muy costoso. 
Si Si Si Si Si 
 
 (Fuente: Dash et al., 2008) 
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2.5.3  Tratamientos biológicos de los compuestos cianurados 
 
En comparación con la degradación natural y los métodos fisicoquímicos, los 
tratamientos biológicos son más rápidos, económicos y eficientes ya que requieren 
poco capital, bajos costos operativos y no produce productos intermediarios tóxicos 
(Akcil et al., 2003; Dash et al., 2008; Nelson et al., 1998). En la Tabla 3 se resume los 
beneficios y aplicaciones del tratamiento biológico. 
 
Tabla 3. Ventajas y desventajas relacionados la degradación biológica del cianuro. 
Tratamiento Ventaja Desventaja 
Remueve 
¿Requiere 
tratamiento 
adicional? 
CN‾ 
libre 
Tiocianato 
Cianuro WAD 
(complejo metal) 
Cianuro SAD 
(complejo metal) 
Oxidación 
biológica / 
Biodegradación 
Aprovecha un proceso 
natural. 
Puede tratar CN‾ sin 
generar otro tipo de 
desecho.  
No requiere el uso de 
químicos o controles 
extensos. 
El costo es fijado por el 
volumen a tratar.  
Es amigable con el 
ambiente. 
La tecnología no está 
totalmente establecida. 
  
Requiere la combinación 
de la metalurgia, biología 
y procesos de ingeniería. 
 
Se requieren evaluaciones 
y estudios específicos 
para cada tipo y sitio.  
 
No remueve 
concentraciones altas. 
Si Si Si Si No 
 
 
 (Fuente: Dash et al., 2008) 
 
Las transformaciones biológicas envuelven procesos de biodegradación y asimilación 
del cianuro en formas de aminoácidos, tiocianato, β-cianolanina y vitaminas por 
plantas y microorganismos (Gupta et al., 2010). La biodegradación hace referencia a 
las reacciones que convierten el cianuro a moléculas orgánicas o inorgánicas más 
simples, las cuales pueden ser fácilmente metabolizadas a amonio y dióxido de 
carbono o metano. Las vías de biodegradación son utilizadas principalmente por 
organismos procariotas y probablemente representan una de las primeras respuestas 
evolutivas a la presencia de cianuro en el ambiente. La asimilación hace referencia a 
la incorporación del cianuro directamente en compuestos orgánicos. Las vías de 
asimilación están presentes tanto en procariotas como en eucariotas (Dzombak et al., 
2006). Todas las vías (degradativas o asimilativas) dependen de los mecanismos de 
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tolerancia al cianuro que presenten los microorganismos. Entre estos mecanismos de 
tolerancia se encuentran: a) la existencia de rutas de degradación de cianuro y b) la 
presencia de una cadena de transporte de electrones insensible a cianuro (Luque-
Almagro, 2006). Actualmente se pueden encontrar en la literatura numerosas 
investigaciones sobre degradación microbiana del cianuro y derivados (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Comparación de las investigaciones sobre la biodegradación del cianuro. 
Compuesto a ser removido Microorganismo 
Parámetros dependientes 
Referencias 
Concentración pH T (°C) 
Cianuro WAD Pseudomona sp. (CM5, CMN2) 100-400 mg/L 9,2-11,4 30 Akcil et al., 2003 
Cianuro de Potasio Fusarium solani 0,5-0,8 mM 9,2-10,7 30 Dumestre et al., 1997 
Complejo cianuro ferroso (II) Pseudomona fluorescens - 4,0-7,0 25-35 Dursun y Akzu, 2000 
Complejo cianuro ferroso (II) P. fluorescens 100 mg/L 5,0 25 Dursun et al., 1999 
Cianuro de Potasio Klebsiella oxytoca 0,58 mM 7,0 30 Kao et al., 2003 
Nitrilos K. oxytoca 25-100 mM 7,0 30 Kao et al., 2006 
Cianuros Cultivo mixto 20 mg/L 7,0 22 White y Schnabel, 1998 
Cianuro de Sodio Pseudomona putida inmovilizada 100-400 mg/L 6,7 25 Babu et al., 1992 
Cianuro de Sodio, cianatos y 
tiocianatos 
P. putida inmovilizada 4 mM 7,5 25 Chapatwala et al., 1998 
Cianuro y formamide Fusarium oxyporum inmovilizada 1-7 mM 8,0 25-30 Campos et al., 2006 
Cianuro metálico Trichoderma sp. 2000 mg/L 6,5 25 
Ezzi-Mufaddal y Lynch, 
2002 
Fenol y cianuro P. putida inmovilizada - - 27 Konwalska et al., 1998 
Cianuro de cobre y zinc Citrobacter sp., Pseudomona sp. 52 mg/L 7,5 35 Patil y Paknikar, 2000 
Tetra-ciano-nickelato (II) P. fluorescens inmovilizada 26 mg/L - 30 Suh et al., 1994 
Cianuro de Potasio Burkholderia Capita cepa C-3 10 mM 8,0-10,0 30 Adjei y Ohta, 2000 
Cianuro de Potasio Bacillus megaterium - - - Castric y Strobel, 1969 
Cianuro de Potasio Bacillus pumillus C1 100 mg/L 10,5 30 Meyers et al. 1991 
Cianuro de Potasio Escherichia coli BCN6 50, 100, 200 mg/L 9,2 30 Figueira et al., 1996 
Cianuro de Potasio Stemphilium loti 2 mM 6,5-7,5 25 Fry y Miller, 1972 
Fenol, CN, Ni(CN)4
2-
 P. fluorescens NCIB11764 25, 26 mM/dm
3
 - 30 Kang y Park 1997 
Cianuro de Potasio S. loti, G. Sorgi 70 mM 7,0; 5,0-5,7 28, 35 Nazly et al., 1983 
Tetra-ciano-nickelato cianuro 
de potasio 
P. putida BCN3 - - 30 Silvos-Avilos et al., 1990 
Cianuro de Potasio B. pumilis 2,5 M 8,0-9,0 40 
Skowronski y Strobel, 
1969 
Cianuro de Potasio P. acidovorans 31 mg/L 7,1; 7,9 y 9,1 30 
Shivaraman y Parhad, 
1985 
Cianuro de Potasio K. oxytoca 3 mM 7,0 30 Chen et al., 2008 
Cianuro de Potasio P. stutzeri AK61 1 mM 7,6 30 Watanabe et al., 1998 
Cianuro de Sodio P. pseudoalcaligenes CECT5344 2 mM 9,5 30 
Luque-Almagro et al., 
2005 
Tetra-ciano-nickelato (II) Cryptococcus humicolus MCN2 51 mM 7,5 25 Kwon et al., 2002 
 
(Fuente: Dash et al., 2008) 
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Los microorganismos envueltos en los tratamientos biológicos del cianuro y 
compuestos cianurados incluyen usualmente una mixtura heterogénea de bacterias y 
hongos, encontrados comúnmente en el suelo y adaptados por exposición continua a 
estos compuestos (Mudder et al., 2001). Sin embargo, la biodegradación del cianuro 
es una propiedad intrínseca de ciertos microorganismos y no requiere necesariamente 
de una exposición previa para inducir esta propiedad (Patil y Paknikar, 2000). 
 
2.5.3.1  Vías metabólicas enzimáticas para la degradación del cianuro 
 
Se han estudiado cinco vías metabólicas generales para la biodegradación/asimilación 
del cianuro: hidrolíticas, oxidativas, reductivas, sustitución/transferencia y de síntesis 
(Tabla 5). Las primeras tres son vías degradativas en las cuales las enzimas catalizan 
la conversión del cianuro en moléculas más simples (p. ej. formamida, ácido fórmico y 
amoníaco) que luego pueden ser asimiladas como fuentes de carbono y nitrógeno 
para el crecimiento. Las últimas dos son vías asimilativas en las cuales los 
microorganismos utilizan el cianuro como fuente de carbono y/o nitrógeno para la 
formación de metabolitos primarios tales como aminoácidos o precursores (Gupta et 
al., 2010; Dzombak et al., 2006). Algunos microorganismos (p. ej. Chromobacterium 
violaceum, Bacillus megaterium y E. coli), pueden utilizar más de una vía metabólica 
para biodegradar el cianuro. El uso de cierta vía metabólica está determinado por 
condiciones externas como el oxígeno, el pH y la concentración, biodisponibilidad y 
solubilidad de cianuro en el agua y/o suelo (Ebbs, 2004). 
 
2.5.3.2  Condiciones requeridas para la degradación microbiana del cianuro 
 
La degradación microbiana envuelve reacciones enzimáticas y condiciones específicas 
de concentración de cianuro, niveles de oxígeno, temperatura, pH, nutrientes 
disponibles, iones metálicos etc. (Baxter y Cummings, 2006; Gupta et al., 2010).  
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Tabla 5. Categorías generales de las reacciones enzimáticas de degradación del cianuro. 
 
(Fuente: Tomado de Ebbs, 2004; Dzombak et al., 2006 y Gupta et al., 2010) 
 
La disponibilidad del oxígeno es un factor importante en la mineralización del cianuro, 
ya que es consumido en varias vías degradativas del cianuro (O’Reilly y Turner, 2003). 
Reacciones Hidrolíticas   Microorganismos 
Cianuro hidratasa 
 Gloeocercospora sorghi, Fusarium oxysporum CCMI 
876, Fusarium solani IHEM 8026, Sternphylium loti. HCN + H2O → HCONH2  
Nitrilo hidratasa 
 Rhodococcus rhodochrous, Pseudonocardia 
thermophila, Pseudomonas marginales MA32, P. putida 
MA113, Klebsiella pneumoniae, Arthrobacter sp., 
Fusarium sp., Brevibacterium imperialis CBS489-74. 
R-CN + H2O → R-CONH2  
  
Cianidasa 
 Alcaligenes xylosoxidans, Bacillus pumillus, 
Pseudomonas stutzeri. HCN + 2H2O → HCOOH + NH3  
Nitrilasa 
 
Rhodococcus rhodochrous, Klebsiella ozaenae, 
Arthrobacter sp., Alcaligenes faecalis, Acinetobacter sp., 
Fusarium solani, F. oxysporum, Nocardia sp. R-CN + 2H2O → R-COOH + NH3 
 
Tiocianato hidrolasa 
 
Thiobacillus thioparus, Pseudomonas stutzeri, 
Acremonium strictum. SCN
-
 + 2H2O → COS + NH3 + OH
-
 
 
 
Reacciones Oxidativas 
 
 Cianuro monoxigenasa 
 
 
HCN + O2 + H
+
 + NAD(P)H → HCONH2 + NAD(P)
+
 + H2O   
Pseudomonas sp. 
Cianuro dioxigenasa 
 
Pseudomonas fluorescens NCIMB11764, E. coli BCN6, 
Bacillus pumillus. HCN + O2 + H
+
 + NAD(P)H → CO2 + NH3 + NAD(P)
+
   
Cianasa 
 
E. coli, Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344. 
SCN
-
 + 3H2O + 2O2 → CNO
-
 + HS
-
 → HS- + 2O2 → SO4
-2
 + H
+
 
 
                                             ↓ 
 
                                   CNO
-
 + 3H
+
 + HNO3
-
 → NH4
+
 + 2CO2 
 
 
Reacciones Reductivas 
 
 Nitrogenasa 
 
Klebsiella oxytoca, Rhodopseudomonas gelatinosa,  
Streptomyces thermoautotrophicus,  Herbaspirillum 
seropedicae, Azotobacter sp., Azospirillum sp., 
Rhodospirillum rubrum 
HCN + H
+
 + 2e
-
 → CH2=NH + H2O → CH2=O  
                                         ↓ 
 
       CH2=NH + 2H
+
 + 2e
-
 → CH3-NH + 2H
+
 + 2e
-
 → CH4 + NH3 
 
 
Reacciones Sustitución/Transferencia 
 
 Rodanasa (Cianuro sulfurotransferasa) 
 
Azotobacter vinelandii, E. coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Ferrobacillus ferroxidans, Thermobacillus 
denitrificans, Desulfotomaculum nitrifican, Fusarium sp. CN
-
 + S2O3
-2
 → SCN- + SO3
-2
  
Mercaptopiruvato sulfurotransferasa                             Pasos 
 
 
HSCH2COCOO
-
 + Enzima ↔ CH2COCOO
-
 + HS-Enzima   (1)  E. coli, Azotobacter vinelandii, Leishmania major. 
HS-Enzima + CN
-
 ↔ Enzima + SCN-                                    (2)  
Vías de Síntesis 
 
 β-Cianoalanina sintetasa 
 Chromobacterium violoaceum, Bacillus megaterium, 
Enterobacter sp., E. coli, Pseudomonas sp. L-Cisteína (o OAS) + CN
-
 ↔ β-cianoalanina + H2S (o CH3OO
-
) 
 
γ-Ciano-α-ácido aminobutírico sintetasa 
 
Chromobacterium violoaceum,  Bacillus 
stearothermophilus 
Homocistina + 2CN
-
 → γ-Ciano-α-ácido aminobutírico + SCN-            
                                      +  Homocisteína  
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Muchas investigaciones realizadas in vitro señalan que para mejora el porcentaje de 
oxígeno disuelto en el medio durante las pruebas de biodegradación del cianuro, los 
cultivos deben agitarse, por lo general, entre 120 a 250 rpm (White et al., 1988; 
Dumestre et al., 1997; Patil y Paknikar, 2000, Sorokin et al., 2001; Grigor´eva et al., 
2006; Luque-Almagro et al., 2005; Huertas et al., 2010). No obstante, cabe señalar que 
el oxígeno no es absolutamente indispensable para la biodegradación del cianuro, ya 
que ésta también puede ocurrir bajo condiciones anaeróbicas (Fallon et al., 1991; 
Gijzen et al., 2000; Annachhatre y Amornkaew, 2000). 
 
La temperatura es otro factor importante para la degradación del cianuro. Las enzimas 
responsables de la biodegradación/asimilación del cianuro son producidas 
generalmente por organismos mesofílicos, aislados frecuentemente del suelo, con 
temperaturas óptimas entre 20 y 40°C (Kao et al., 2003; Cowan et al., 1998, Akcil et 
al., 2003; Dumestre et al., 1997; Dursun y Aksu, 2000; Babu et al., 1992). 
 
El pH puede ser un factor importante en la biodegradación del cianuro. La mayoría de 
investigaciones señalan que la degradación microbiana del cianuro se produce a pH 
cercanos a la neutralidad. Sin embargo, la biodegradación del tiocianato y el cianuro, 
también se produce bajo condiciones alcalinas (pH>9) (Adjei y Ohta, 2000; Dumestre 
et al., 1997; Sorokin et al., 2001; Akcil et al., 2003; Luque-Almagro et al., 2005).  
Mientras que le degradación de los complejos cianuro-metal se da bajo condiciones 
ácidas (pH 4,0) (Barclay et al., 1998). 
 
Los microorganismos que degradan cianuro pueden emplear una variedad de fuentes 
de carbono, estos pueden ser azúcares simples como la glucosa (Adjei y Otha, 2000), 
acetato (Sorokin et al., 2001; Luque-Almagro et al., 2005), melaza de caña (Patil y 
Paknikar, 2000), fenol (Fedorak y Hrudey 1989; Wong-Chong, 1989). Sin embargo, 
algunos microorganismos también pueden utilizar el cianuro, como única fuente de 
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carbono y nitrógeno (Chapatwala et al., 1998; Meyers et al., 1991; Ezzi-Mufaddal y 
Lynch, 2002; Dzombak et al., 2006; Parmar et al. 2012; Bhalla et al., 2012). Los 
microorganismos también pueden utilizar el cianuro (cianuro libre, nitrilos, tiocianato, 
complejos cianuro-metal, etc.), como única fuente de nitrógeno (Knowles, 1976; Harris 
y Knowles,  1983; Ebbs, 2004; Chen y Kunz, 1997; Adjei y Ohta, 2000; Kwon et al., 
2002; Karavaiko et al., 2000). Cuando el cianuro es empleado junto con otras fuentes 
de nitrógeno, la biodegradación puede inhibirse completamente (Dursun et al., 1999).  
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III.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1  Hipótesis 
 
En los relaves mineros cianurados existen bacterias alcalófilas capaces de tolerar y 
utilizar el cianuro como fuente de carbono y energía, generando su biodegradación. 
 
3.2  Objetivos 
 
3.2.1  General: 
 
Evaluar a nivel de laboratorio la biodegradación del cianuro por bacterias alcalófilas 
aisladas de relaves mineros procedentes de la Planta Concentradora Mesapata –
Cátac - Ancash. 
 
3.2.2  Específicos: 
 
I. Aislar, seleccionar e identificar bacterias alcalófilas en muestras de relaves 
mineros procedentes de la Planta Concentradora Mesapata (Cátac, Ancash). 
 
II. Evaluar y determinar las condiciones óptimas para el desarrollo microbiano y la 
biodegradación de cianuro.  
 
III. Evaluar la cinética de crecimiento y biodegradación del cianuro. 
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IV.  METODOLOGÍA 
 
4.1  Lugar de muestreo 
 
Las muestras fueron colectadas de los relaves procedentes de la Planta 
Concentradora de Minerales Mesapata, ubicada en el distrito de Cátac, provincia de 
Recuay, departamento de Ancash; a unos 3 552 metros de altitud aproximadamente. 
Sus coordenadas son: Longitud Oeste: 77°25'38" a 77°25'39", Latitud Sur: 9°30'17" a 
9°30'18" (Figura 3).  
 
 
Figura 3. Planta Concentradora Mesapata Cátac – Ancash, 2013 
 (3 552 metros de altitud) 
 
4.2  Recolección de muestras 
 
Se determinaron 7 puntos de muestreo en base al tamaño y la accesibilidad al pozo de 
relaves (Figura 4). Las muestras líquidas fueron colectadas en frascos de plástico de 
primer uso, con capacidad de 1 litro. Se colectaron aproximadamente 500 mL de 
muestra por cada punto. En el caso de muestras de sólidas (tierra y/o lodo), se 
tomaron aproximadamente 500 g de muestra y se colocaron en frascos de plástico. 
Para cada punto de muestreo se determinó el pH de la muestra. Las muestras fueron 
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preservadas a una temperatura <10°C y transportadas inmediatamente al laboratorio 
para su procesamiento.  
 
Figura 4. Puntos de muestreo en el pozo de relaves de la Planta Concentradora Mesapata, 
Cátac – Ancash, 2013. 
 
4.3  Enriquecimiento selectivo de bacterias degradadoras de cianuro 
 
Para la selección de bacterias alcalófilas se siguió la metodología propuesta por 
Rainey y Oren (2006). De cada muestra líquida se tomó 10 mL y se adicionó en 100 
mL de un Medio Mineral tamponado con buffer carbonato-bicarbonato 0,1 M a pH 9,5 
(ver Anexos). Los cultivos fueron incubados a temperatura de laboratorio (20 – 25 ºC) 
por 3 días. Se tomaron 10 mL de cada cultivo y se inocularon en 90 mL del Medio 
Mineral suplementado con 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L de CN‾. Los cultivos 
se incubaron en agitación a 180 rpm durante 3 días a temperatura ambiente.  
 
En el caso de muestras de sólidas, se tomaron 100 g de muestra y se colocaron en 
frascos de plástico que contenían 200 mL de solución salina estéril a pH 9,5. Los 
frascos fueron agitados por unos minutos para luego dejarlos reposar por 1 hora. 
Finalmente, se tomaron 200 mL de la suspensión y se repitió el procedimiento 
empleado para las muestras líquidas. Se seleccionaron los cultivos que presentaron 
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crecimiento microbiano en menor tiempo, evidenciado por el desarrollo de turbidez en 
el medio. 
4.4  Aislamiento  e  identificación  de  bacterias  alcalófilas  degradadoras  de     
       cianuro 
 
Para el aislamiento bacteriano, a partir de los cultivos seleccionados, se realizaron 
diluciones seriadas sobre el medio mineral. De cada dilución se tomó una alícuota de 
0,1 mL y se sembró por duplicado mediante el método de diseminación en placa sobre 
los siguientes medios cultivo: Agar nutritivo, Agar King-B y Agar cianuro (ver Anexos). 
Todos los medios fueron ajustados a pH 9,5. Las placas se incubaron a temperatura 
ambiente durante 5 días.  
 
Para la identificación bacteriana presuntiva se realizó el reconocimiento de colonias en 
los medios de cultivo, morfología microscópica y la prueba de la oxidasa. La 
identificación final se realizó únicamente sobre las cepas que mostraron un buen 
rendimiento en el ensayo de biodegradación. Para ello, se empleó el sistema 
comercial automatizado API 20NE (bioMérieux®) y otras pruebas complementarias. 
 
4.5  Evaluación de la tolerancia a pH alcalinos 
 
Para la realización de esta prueba siguió la metodología propuesta por Tiago et al., 
2004. Para ello, se empleó un cultivo de 24 horas y un caldo nutritivo conteniendo la 
décima parte de cada uno de sus componentes, esto con el propósito de recrear las 
condiciones oligotróficas del suelo. Para la evaluar la tolerancia a niveles altos de pH, 
se inoculo 0,1 mL de cada cultivo en 10 mL de caldo nutritivo ajustado con HCl 1N y 
NaOH 1N a los siguientes valores de pH: 9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11.5 y 12,0. Los 
cultivos fueron incubados a temperatura ambiente por 3 días. Se determinó el nivel 
óptimo de pH en función al crecimiento microbiano, evidenciado por la turbidez en los 
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tubos de prueba. Para ello se empleó el criterio: Sin crecimiento (-), Poco crecimiento: 
(+), Crecimiento moderado: (++) y Crecimiento abundante: (+++), el cual corresponde 
aproximadamente a 0; 0,5; 1 y  2 de la Escala de McFarland, respectivamente. 
4.6  Evaluación de la tolerancia a diferentes concentraciones de cianuro 
 
Para determinar la tolerancia y concentración óptima de cianuro se empleó la 
metodología descrita en la prueba anterior (4.5), se inóculo 0,1 mL de cada cultivo 10 
mL de un caldo nutritivo conteniendo concentraciones de 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 
500 mg/L de CN‾. Los cultivos fueron incubados a temperatura ambiente por 3 días. 
Se determinó la concentración óptima de cianuro en función al tiempo de incubación y 
el crecimiento microbiano, evidenciado por la turbidez en los tubos de prueba. Para 
ello se empleó criterio descrito en la prueba anterior (4.5). 
 
4.7  Evaluación de la cinética de crecimiento y degradación del cianuro  
     
Para esta evaluación se preparó, de cada cepa seleccionada en el ensayo anterior, un 
cultivo de 24 horas en 50 mL de caldo nutritivo (conteniendo la décima parte de sus 
componentes)  ajustado a un pH 9,5.  Los cultivos fueron centrifugados a 3 500 rpm 
por 15 minutos y el pellet resultante se resuspendió con 10 mL de solución salina 
estéril ajustado a pH 9,5; este proceso se repitió 3 veces, para garantizar que la única 
fuente de carbono y nitrógeno disponible sea el cianuro. Finalmente se tomó 40 mL de 
la última suspensión y se inoculó en 400 mL del Medio Mineral. Los parámetros 
óptimos de pH y concentración de CN‾ para el ensayo de biodegradación, fueron 
determinados anteriormente en los ensayos 4.5 y 4.6. Los cultivos se incubaron 
durante 10 días a temperatura ambiente y en agitación a 180 rpm. Cada 24 horas se 
tomaron muestras de 12 mL para monitorear el crecimiento bacteriano y la cinética de 
biodegradación del cianuro. 
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Los parámetros cinéticos de crecimiento y biodegradación se evaluaron mediante el 
cálculo de la velocidad específica de crecimiento μ (h-1), Ecuación 1; el tiempo de 
duplicación celular Td (h), Ecuación 2;  y la tasa constante de biodegradación k (h
-1), 
Ecuación 3. La eficiencia del ensayo de biodegradación fue determinada mediante el 
cálculo de la tasa de biodegradación r (mg L-1 h-1), Ecuación 4; y el porcentaje de 
biodegradación Ecuación 5:             
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donde Xo y Xf es el número de células (UFC/mL) inicial y final de la fase exponencial 
de crecimiento, tomadas en los tiempos to y tf; Co y Cf es la concentración de cianuro 
(mg/L) inicial y final de la fase exponencial de biodegradación. So y Sf es la 
concentración de cianuro (mg/L) inicial y final del ensayo. 
 
4.8  Determinación del cianuro por volumetría 
  
La cuantificación del cianuro se realizó mediante un análisis volumétrico, siguiendo la 
metodología descrita por Nava et al., 2007 (ver Anexos). La técnica se basa en la 
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reacción del nitrato de plata (AgNO3) con el ión cianuro en solución alcalina (pH≥11) 
para formar el complejo soluble Ag(CN) 2‾ según la reacción: 
 
Ag+ + 2CN‾ = Ag(CN)2‾ 
 
Cuando no queda más cianuro en solución, el exceso de plata precipita como AgCN o 
reacciona con el indicador yoduro de potasio (KI) para formar AgI. En ambos casos, el 
punto final de la titulación lo proporciona la aparición de una turbidez permanente, 
blanca o amarillo opalescente. El análisis volumétrico del CN‾ se realizó por duplicado. 
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V.  RESULTADOS 
 
5.1  Selección e identificación de bacterias alcalófilas potencialmente   
degradadoras de cianuro 
 
Se colectaron en total 7 muestras de relave, 4 muestras de sedimento y 3 muestras 
líquidas, a partir de los puntos señalados en la Figura 4. Las muestras presentaron 
valores de pH entre 10,1 y 11,7; siendo los más altos el de las muestras líquidas (ver 
Tabla 6).  
 
Tabla 6. Puntos de muestreo e identificación presuntiva de las cepas aisladas. 
Punto de 
muestreo 
pH de la 
muestra 
Tipo de   
muestra 
Cepas   
seleccionadas 
Coloración 
Gram 
Oxidasa 
1 10.3 Sedimento 
P-CIAN 1 Bacilos Gram + - 
P-NUT 7 Bacilos Gram - + 
P-NUT 3 Bacilos Gram - + 
P-NUT 6  Bacilos Gram - - 
2 10.1 Sedimento 
P-KING 6 Bacilos Gram - + 
P-KING 3 Bacilos Gram - + 
P-KING 9 Bacilos Gram - + 
P-NUT 8 Bacilos Gram - + 
3 10.6 Sedimento 
P-KING 1 Bacilos Gram + - 
P-NUT 2 Bacilos Gram - + 
P-KING 11 Bacilos Gram - - 
P-KING 4 Bacilos Gram - + 
4 10.9 Sedimento 
P-NUT 5 Bacilos Gram - - 
P-KING 7 Bacilos Gram + 
P-KING 10 Bacilos Gram - + 
5 11.4 Líquida 
P-KING 2 Bacilos Gram - + 
P-CIAN 2 Bacilos Gram - + 
P-KING 8  Bacilos Gram - + 
6 11.7 Líquida 
P-NUT 9 Bacilos Gram - + 
P-CIAN 3  Bacilos Gram - + 
P-KING 12  Bacilos Gram + - 
7 11.6 Líquida 
P-NUT 1 Bacilos Gram - + 
P-NUT 6  Bacilos Gram + - 
P-KING 5 Bacilos Gram + - 
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Los cultivos provenientes de los puntos de muestreo 5, 6 y 7 obtuvieron los mejores 
resultados, observándose crecimiento microbiano a las 48 horas de incubación en 
concentraciones de hasta 200 mg/L de CN‾. En los demás cultivos se observó 
crecimiento después de 72 horas de incubación en concentraciones de hasta 50 mg/L 
de CN‾.  
 
En total, se lograron seleccionar en total 24 cepas alcalófilas potencialmente 
degradadoras de cianuro. Las cepas aisladas fueron identificadas preliminarmente y 
solo las cepas provenientes de los puntos de muestreo 5, 6 y 7 fueron seleccionadas 
para determinar sus condiciones óptimas de crecimiento y biodegradación, por mostrar 
un mejor desempeño en la prueba de selección preliminar. 
 
5.2  Evaluación de las condiciones óptimas de pH y concentración de cianuro 
 
Todas las cepas seleccionadas mostraron crecimiento rápido o moderado frente a una 
concentración de 25 mg/L de CN‾ a las 24 horas de incubación. En los cultivos con 50 
mg/L de CN‾ se observaron resultados más variables hasta las 72 horas de 
incubación. Solo las cepas P-CIAN 2, P-NUT 1 y P-KING 2 mostraron crecimiento 
rápido o moderado frente a una concentración de 100 mg/L de CN‾ a las 24 horas de 
incubación. La cepa P-KING 2 mostró un crecimiento moderado frente una 
concentración de 200 mg/L de CN‾ hasta las 72 horas de incubación (ver Tabla 7).  
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Tabla 7. Tolerancia de bacterias alcalófilas a diferentes concentraciones de cianuro. 
CEPAS 
CN‾ (mg/L) 
25 50 100 200 400 500 
P-CIAN 1  +++ +++ + - - - 
P-NUT 7 +++ ++ - - - - 
P-NUT 3 ++ ++ + - - - 
P-NUT 6 +++ ++ ++ - - - 
P-KING 6 ++ ++ + - - - 
P-KING 3 +++ ++ + - - - 
P-KING 9 ++ + + - - - 
P-NUT 8 ++ ++ - - - - 
P-KING 1 ++ + - - - - 
P-NUT 2 +++ ++ ++ - - - 
P-KING 11 ++ + - - - - 
P-KING 4 ++ ++ - - - - 
P-NUT 5 ++ + + - - - 
P-KING 7 ++ + - - - - 
P-KING 10 ++ ++ + - - - 
P-KING 2 +++ +++ +++ ++ - - 
P-CIAN 2 +++ +++ ++ + - - 
P-KING 8 +++ ++ ++ - - - 
P-NUT 9 +++ ++ ++ - - - 
P-CIAN 3 +++ ++ ++ - - - 
P-KING 12 +++ ++ ++ - - - 
P-NUT 1 +++ +++ +++ + - - 
P-NUT 6 ++ ++ ++ - - - 
P-KING 5 +++ ++ + - - - 
 
- : Sin crecimiento, +: Crecimiento lento,  ++: Crecimiento moderado, +++: Crecimiento rápido 
 
La evaluación de las condiciones óptimas de pH mostraron que, a valores de pH 11 
todas las cepas seleccionadas tuvieron un crecimiento rápido a moderado hasta las 48 
horas de incubación. Las cepas P-KING 2, P-CIAN 2 y P-NUT 1 mostraron un 
crecimiento rápido a pH 11,5 a las 48 horas de incubación. Solo P-KING 2 mostró un 
crecimiento moderado hasta las 72 horas de incubación (Tabla 8). 
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Tabla 8. Tolerancia de bacterias alcalófilas a diferentes valores de pH. 
CEPAS 
pH  
9,5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 
P-CIAN 1 +++ +++ +++ ++ ++ - 
P-NUT 7 +++ +++ ++ ++ + + 
P-NUT 3 +++ +++ +++ + ++ + 
P-NUT 6 +++ ++ ++ ++ + + 
P-KING 6 +++ ++ ++ + + - 
P-KING 3 +++ +++ +++ ++ ++ + 
P-KING 9 +++ +++ +++ ++ ++ + 
P-NUT 8 +++ +++ +++ ++ + - 
P-KING 1 +++ ++ ++ ++ + - 
P-NUT 2 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-KING 11 +++ +++ ++ + ++ + 
P-KING 4 +++ +++ +++ ++ + - 
P-NUT 5 +++ +++ +++ ++ ++ + 
P-KING 7 +++ ++ ++ ++ + - 
P-KING 10 +++ +++ +++ +++ ++ - 
P-KING 2 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-CIAN 2 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-KING 8 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-NUT 9 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-CIAN 3 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-KING 12 +++ +++ ++ ++ + - 
P-NUT 1 +++ +++ +++ +++ ++ + 
P-NUT 6 +++ +++ +++ ++ ++ + 
P-KING 5 +++ +++ ++ ++ ++ - 
 
- : Sin crecimiento, +: Crecimiento lento,  ++: Crecimiento moderado, +++: Crecimiento rápido 
 
 
5.3  Cinética de crecimiento y degradación del cianuro 
 
Las cepas empleadas para esta prueba provinieron de los puntos 5, 6 y 7 del pozo de 
relaves. Los parámetros determinados para esta evaluación fueron pH 11,0 y 100 
mg/L de CN‾. Los inóculos iniciales para la prueba de biodegradación se encontraban 
entre 105 y 106 UFC/mL. Los resultados de esta evaluación se detallan en las Figuras 
5 al 7. Al final de la evaluación se observó una reducción de 2 mg/L de CN‾ en el 
cultivo control (Figura 8), y la formación de precipitados blancos en algunos cultivos.   
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Figura 5. Crecimiento microbiano y degradación del cianuro por las cepas: A) P-CIAN 2, 
B) P-CIAN 2 y P-KING 12. 
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Figura 6. Crecimiento microbiano y degradación del cianuro por las cepas: D) P-KING 2, 
E) P-KING 5 y F) P-KING 8. 
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Figura 7. Crecimiento microbiano y degradación del cianuro por las cepas: G) P-NUT 1, 
H) P-NUT 6 y I) P-NUT 9. 
 37 
 
 
 
Figura 8. Control de la biodegradación del cianuro en un cultivo sin inocular. 
 
 
Figura 9. Porcentaje de biodegradación del cianuro por las cepas evaluadas. 
 
En  comparación con las demás cepas, los aislados P-KING 2, P-NUT 1 y P-CIAN 2 
mostraron un mejor rendimiento durante la prueba de biodegradación, llegando a 
remover hasta 91, 85 y 77% de CN‾, respectivamente (Figura 9). Los parámetros 
cinéticos de las cepas P-CIAN 2, P-KING 2 y P-NUT 1, se determinaron graficando y 
linealizando los datos de las curvas de crecimiento y biodegradación (Figura  10). Los 
resultados de los parámetros cinéticos se resumen en la Tabla 9.  
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Figura 10. Relación entre el crecimiento y biodegradación del cianuro. 
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Tabla 9. Resumen de resultados de los parámetros cinéticos. 
Parámetros Unidad P-CIAN 2 P-KING 2 P-NUT 1 
μ  (h
-1
) 0,063 0,082 0,039 
Td            (h) 11,055 8,443 17,637 
- k (h
-1
) 0,009 0,019 0,015 
r (mg L
-1
 h
-1
) 0,472 0,875 0,688 
Biodegradación % 77 91 85 
 
La identificación bacteriana final se realizó sobre las cepas P-CIAN 2, P-KING 2 y P-
NUT 1. Los resultados de la base de datos API 20 NE y las pruebas complementarias 
(crecimiento en Tween 80 y a 42°C), identificaron a la cepa P-KING 2 y P-NUT 1 como 
Chromobacterium violaceum (con un 99,9% de confianza) y Pseudomonas 
pseudoalcaligenes, respectivamente. La cepa P-CIAN 2 mostro un perfil inaceptable y 
no puso ser identificada (ver Anexos). 
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VI.  DISCUSIÓN 
 
6.1  Selección, aislamiento e identificación de bacterias degradadoras de cianuro 
 
Las cepas P-King 2, P-Cian 2 y P-Nut 1, seleccionadas de los cultivos provenientes de 
muestras liquidas, presentaron los mejores rendimientos. Esto probablemente se debe 
a que los microorganismos presentes en las muestras liquidas se encuentran más 
expuestos y metabólicamente más adaptados al cianuro que en muestras de tierra y/o 
lodo; donde rara vez se puede encontrar al cianuro biológicamente disponible, ya que 
puede estar formando complejos muy estables con trazas de metales, 
microbiológicamente metabolizado o volatilizado (Towill et al., 1978; Bhalla et al., 
2012). 
 
A diferencia de White et al. (1988), quienes empleando un medio solido similar (0,05% 
de cianuro y 0,005% de extracto de levadura), no lograron obtener colonias en este 
medio; las cepas P-CIAN 1, P-CIAN 2 y P-CIAN fueron capaces de crecer sobre Agar 
cianuro después de 5 días de incubación. Esto no significa que las cepas aisladas en 
los medios Agar nutritivo y King B sean incapaces de utilizar el cianuro como fuente 
energética. White et al. (1988), explica que esto podría deberse a que algunos 
ingredientes del medio de cultivo pueden reaccionar con el cianuro y reducir su 
disponibilidad. 
 
Por otro lado, Babu et al. (1992) empleando un medio mínimo mineral suplementado 
solo con 100 mg/L de CN‾ como única fuente carbono y nitrógeno, también lograron 
aislar una cepa capaz de degradar el cianuro (Pseudomonas putida) después de 7 
días de incubación a 25 °C. Al parecer el uso de metales traza en los cultivos sólidos, 
permite una mejor recuperación de microorganismos que utilizan cianuro como fuente 
energética. 
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Las cepas P-KING 2 (Chromobacterium violaceum) y P-NUT 1 (P. pseudoalcaligenes) 
fueron capaces de biodegradar el cianuro utilizándolo como única fuente de carbono y 
nitrógeno. C. violaceum es una bacteria cianogénica capaz de utilizar el cianuro tanto 
por vía degradativa como asimilativa. Esta bacteria convierte el cianuro en β-
cianoalanina (un nitrilo), la cual puede ser utilizada como fuente de carbono y 
nitrógeno por acción de la nitrilo hidratasa (Knowls, 1976; O’Reilly & Turner, 2003, 
Gupta et al. 2010). Luque-Almagro et al. (2005) reportaron la capacidad de P. 
pseudoalcaligenes CECT5344 para utilizar el cianuro solo como fuente de nitrógeno. 
La asimilación del cianuro por esta bacteria implica la formación de una cianhidrina la 
cual, como todo nitrilo, pudiera ser utilizada como fuente de carbono y nitrógeno, como 
ocurre en otros microorganismos (Luque-Almagro, 2006; DiGeronimo y Antonie, 1976; 
Asano et al. 1982; Nawaz et al. 1989; Chapatwala et al.1990; Kobayashi et al. 1994; 
Chapatwala et al., 1995; Sorokin et al. 2007). Por otro parte, la presencia de una nitrilo 
hidratasa en P. pseudoalcaligenes sugiere que esta cepa pudiera utilizar el cianuro 
como fuente de carbono y nitrógeno (Luque-Almagro, 2006; Gupta et al. 2010). 
 
6.2 Evaluación de las condiciones óptimas de pH y concentración de cianuro 
  
Los mecanismos de biodegradación del cianuro en los microorganismos están 
basados en la tolerancia al cianuro. Cuando la concentración de cianuro se incrementa 
la fase latencia puede extenderse y disminuir la tasa de biodegradación o en última 
instancia inhibir completamente el crecimiento celular. Los resultados de este trabajo 
mostraron que una concentración de 100 mg/L de CN‾ es óptima para las cepas P-
KING 2, P-NUT 1 y P-CIAN 2. A pesar que la cepa P-KING 2 mostró un crecimiento 
moderado en 200 mg/L de CN‾, tardó 48 horas más de incubación.  
 
Todas las cepas seleccionadas mostraron un crecimiento rápido o moderado hasta 
niveles de pH 11,0. Solo 6 cepas, provenientes de los puntos de muestreo 5 al 7, 
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tuvieron un crecimiento moderado a pH 11,5 y 12,0 (Tabla 8). Los altos niveles de 
tolerancia de estas cepas a condiciones alcalinas pueden explicarse a los elevados 
valores pH de las muestras (pH 10,1 a 11,7). Los efluentes cianurados frescos 
presentan pH entre 10 y 12 (Bowell et al., 1999; Oudjehani et al. 2002); por tal motivo, 
la constante exposición de los microorganismos a esos niveles de pH selecciona solo 
a aquellos capaces de adaptarse a estas condiciones alcalinas.  
 
La mayoría de trabajos sobre biodegradación del cianuro se han realizado en cultivos 
con pH cercanos a la neutralidad y empleando glucosa como fuentes de carbono. No 
obstante, estas condiciones pueden sobrevalorar el rendimiento del proceso 
biodegradativo. En soluciones con pH < 9,2 el cianuro tiende a volatilizarse y perderse 
en forma de HCN gaseoso (Dzombak et al. 2006). Aunque el HCN puede ser 
asimilado y degradado por algunos microorganismos, resulta difícil establecer si la 
degradación ocurre por acción microbiana o por volatilización (Luque-Almagro, 2006). 
En trabajos como los de Meyers et al. (1991),  Dumestre et al. (1997), Akcil et al. 
(2003), Luque-Almagro et al. (2005) y el presente, se emplean microorganismos 
capaces de degradar el cianuro bajo condiciones alcalinas (pH>9,2). La ventaja de 
usar microorganismos alcalófilos en procesos de biodegradación del cianuro es que 
los efluentes no requieren de un tratamiento previo para reducir sus valores de pH a 
niveles óptimos por microorganismos neutrófilos, y se evita la emisión de HCN al 
ambiente. En cuanto a la utilización de glucosa, según la reacción de Killiani todo 
azúcar reductor (p. ej. glucosa, fructosa, lactosa y maltosa) puede producir amonio en 
presencia de cianuro. Por lo tanto, en presencia de glucosa, la degradación de cianuro 
es un proceso químico independiente de la presencia del organismo en estudio 
(Luque-Almagro, 2006. B; Dumestre et al. 1997). Por esta razón, los estudios sobre 
degradación microbiana del cianuro deben evitar condiciones de neutralidad y el uso 
de azúcares reductores como fuentes de carbono (Karavaiko et al. 2000). 
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6.3  Evaluación de la cinética de crecimiento y degradación del cianuro 
 
El volumen y concentración inicial del inóculo también ejercen un efecto importante en 
la eficiencia de la biodegradación microbiana (Patil y Paknikar, 2000). En este estudio 
los inóculo empleados (10% del volumen total y 105 - 107 UFC/mL), fueron suficientes 
para alcanzar buenos porcentajes de degradación (hasta 91% en caso de la cepa P-
KING 2). Akcil et al. (2003) y Huertas et al. (2010), empleando inóculos parecidos, 
10% del volumen y 106 - 109 UFC/mL, lograron  rendimientos del 99%.  
 
Las gráficas de cinética de crecimiento y biodegradación mostraron que la fase de 
latencia varió desde 48 hasta 96 horas para todas las cepas, solo la cepa P-KING 2 
mostró el menor tiempo. La fase depende en gran medida del volumen y la edad del 
inóculo, la temperatura de incubación, el nivel de aireación, la composición y 
concentración de los nutrientes. Muchos trabajos registran tiempos de latencia que van 
desde pocas horas hasta varios días, esto puede deberse al grado de adaptación de 
las cepas a la concentración inicial de cianuro en el medio y a la necesidad de formar 
metabolitos intermediarios que faciliten la asimilación del cianuro (Meyers et al. 1991; 
Dumestre et al. 1997, Luque-Almagro et al. 2005b). En este trabajo, se controlaron 
varios de estos parámetros, excepto la temperatura de incubación durante el ensayo 
de biodegradación, pudiendo esto influenciar en el crecimiento celular y la eficiencia de 
la biodegradación.  
 
Durante la fase exponencial,  la velocidad de crecimiento de la cepa P-KING 2 (0,082 
h-1) y el tiempo de duplicación (8,443 horas) fue superior al de las cepas P-CIAN 2 y P-
NUT 1 (Tabla 9). Estos resultados son mejores que los reportados por Huertas et al. 
(2010), quienes determinaron para P. pseudoalcaligenes CECT5344 una velocidad de 
crecimiento de 0,074 h-1 y un tiempo de duplicación de 9.4 horas. Diversos trabajos 
establecen que la biodegradación del cianuro sigue un modelo cinético de primer 
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orden  (Dursun et al. 1999; Oudjehani et al. 2002, Bhalla et al. 2012. Patil, 2013).En 
este sentido, la cepa P-KING 2 (0,019 h-1) mostró una constante superior que las 
cepas P-CIAN 2 y P-NUT 1 (0,009 h-1 y 0,015 h-1). Por otro lado, Oudjehani et al. 
(2002), empleando una población microbiana nativa, determinaron una constante de 
biodegradación de 0,010 h-1; mientras que Dumestre et al. (1997) reportaron una 
constante de 0,0017 h-1 para Fusarium solani (IHEM 8026). 
 
La mayor tasa de biodegradación se encontró en la cepa P-KING 2 (0,875 mg L-1 h-1), 
mientras que en P-CIAN 2 y P-NUT 1 las tasas fueron 0,472 y 0,688, respectivamente. 
Estas tasas de biodegradación son comparables con la de otros estudios también 
llevados a cabo en condiciones alcalinas. Akcil et al. (2003), reportó que 
Pseudomonas sp. es capaz de biodegradar el CN a una tasa de 1,98 mg L-1 h-1. 
Huertas et al. (2010), encontró una tasa de 0,64 mg L-1 h-1 para P. pseudoalcaligenes 
CECT5344. Fusarium solani (IHEM 8026) pude hacerlo a 0,52 mg L-1 h-1 (Dumestre et 
al. 1997). El alga Scenedesmus obliquus degrada el CN a una tasa de 0,10 mg L-1 h-1 
(Gurbuz et al. 2009). Las otras 6 cepas aisladas, no mostraron mucha capacidad de 
biodegradar el cianuro. Esto puede deberse a muchos factores, la concentración de 
cianuro empleada en el experimento resulta ser inhibitoria para estas cepas, la 
necesidad de formar consorcios para lograr una mejor asimilación o de incorporar, 
además del cianuro, otras fuentes de carbono o nitrógeno (Patil y Paknikar 2000).   
 
Los mayores niveles de biodegradación en las cepas P-CIAN 2 y P-NUT 1 se 
producen principalmente durante la fase exponencial. Resultados similares también se 
observan en los trabajos de Meyers et al. (1991) y Luque-Almagro et al. (2005). Sin 
embargo, en la cepa P-KING 2 la máxima remoción del cianuro se produce 
marcadamente en el intervalo de la fase exponencial y la fase estacionaria (Figura 6). 
Esto se puede deber a que, durante ese intervalo, se produce la formación de β-
cianoalanina (Rodgers y Knowls, 1982).  
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Por último, en comparación con otros trabajos llevados a cabo bajo condiciones 
alcalinas, las cepas P-KING 2, P-NUT 1 y P-CIAN 2 alcanzaron rendimientos cercanos 
al 100 % de degradación; siendo superior, en algunos casos, a los reportados en otros 
estudios. La temperatura de incubación puede haber restado eficacia al proceso 
biodegradativo, así como la formación de complejos cianurometálicos, evidenciados 
como precipitados en los cultivos, los cuales pueden haber disminuido la 
biodisponibilidad al cianuro. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
1. Se logró aislar 24 cepas de bacterias alcalófilas procedentes de los relaves de 
la Planta Concentradora Mesapata, con excelente o buena capacidad de 
degradar cianuro. 
 
2. Las cepas P-CIAN 2, Chromobacterium violaceum P-KING 2 y Pseudomonas 
pseudoalcaligenes P-NUT 1 fueron capaces de tolerar niveles pH de 11,5 y 100 
mg/L de cianuro.  
 
3. La cepa Chromobacterium violaceum P-KING 2 presentó el mejor rendimiento 
cinético de biodegradación de cianuro, seguida por Pseudomonas 
pseudoalcaligenes P-NUT 1 y la cepa P-CIAN 2. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
1. Determinar los productos finales de la biodegradación del cianuro para conocer 
las posibles rutas metabólicas y enzimas implicadas en este proceso, con el fin 
de crear mejores condiciones y acelerar el proceso degradación del cianuro.  
 
2. Completar la identificación de la cepa P-CIAN 2 y evaluar los niveles de 
biodegradación de cianuro de las cepas P-KING 2, P-CIAN 2 y P-NUT 1 como 
consorcio microbiano. 
 
3. Realizar pruebas de biodegradación in-situ para determinar los niveles reales 
de remoción del cianuro y compuestos derivados de los relaves recolectados 
de la Planta Concentradora Mesapata. 
 
4. Evaluar la capacidad de cianogénica de la cepa P-KING 2 y su potencial uso 
en procesos de recuperación del oro. 
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X. ANEXOS 
 
Anexo N° 1: Medios de Cultivo 
 
1. Medio Mineral: 
K2HPO4                                                   1,0 g/L 
MgSO4.7H2O                                           0,2 g/L 
Minerales traza                                        0,2 mL 
Buffer carbonato-bicarbonato                 1000 mL 
Ajustar pH 9,5 con HCl 1N y NaOH 1N. Esterilizar por filtración. 
 
Buffer carbonato-bicarbonato 0,1 M: 
NaHCO3                                                  8,40 g/700 mL 
Na2CO3                                                   10,62 g/300 mL 
 
Minerales traza (modificado de Nawaz et al., 1989) en mg/L:  
MnCl2.4H2O                                             1,0  
FeSO4.7H2O                                            0,6 
CaCl2.H2O                                                2,6  
NaMoO4.2H2O                                         6,0 
Ajustar previamente con HCl 1N a pH 2,5 y esterilizar por filtración. 
 
2. Agar cianuro: 
NaCN                                                         100 mg/L 
Extracto de levadura                                  1 g/L 
Agar                                                           18 g/L 
Medio Base Mineral                                   1000 mL 
Ajustar previamente con NaOH 1N a pH 9,5 y esterilizar por filtración. 
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Anexo N° 2: Coloración de Gram de las cepas seleccionadas  
 
 
Figura 11. Coloración Gram de las cepas evaluadas: A. P-KING 8, B. P-NUT 9, C. P-NUT 1, D. 
P-CIAN 3, E. P-KING 12, F. P-KING 2, G. P-CIAN 2, H. P-NUT 6, I. P-KING 5. 
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Anexo N° 3: Identificación bioquímica de las cepas alcalófilas seleccionadas 
  
Tabla 10. Identificación microbiana mediante el sistema API 20NE. 
TEST Valor 
CEPAS 
P-CIAN 2 P-NUT 1 P-KING 2 
NO3 1 + + + 
TRP 2 - - - 
GLU 4 + - + 
ADH 1 + + + 
URE 2 + - - 
ESC 4 - - - 
GEL 1 + - + 
PNPG 2 - - - 
GLU 4 + - + 
ARA 1 - - - 
MNE 2 + - + 
MAN 4 + + + 
NAG 1 + - - 
MAL 2 - - - 
GNT 4 + + + 
CAP 1 - - + 
ADI 2 + + - 
MLT 4 - + + 
CIT 1 + - - 
PAC 2 - - - 
OX 4 + + + 
CÓDIGO 5 3 5 6 5 2 5 1 1 0 4 4 6 4 5 1 5 6 4 5 4 
API 20NE 
V7.0 (%ID.) 
UNACCEPTABLE 
PROFIL 
Pseudomonas 
alcaligenes (70.6)                              
P. pseudoalcaligenes 
Chromobacterium 
violaceum (99.9) 
Tween 80 - Negativo - 
42°C - Positivo - 
Identificación 
Final 
P-CIAN 2 
Pseudomonas 
pseudoalcaligenes 
Chromobacterium 
violaceum 
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Anexo N° 4: Determinación de Cianuro Libre (CN‾) por volumetría 
 
A. Reactivos: 
 Solución indicadora de yoduro de potasio al 5%: Disolver 5 g de KI en 95 ml de 
agua destilada.  
 Solución estándar de nitrato de plata: Disolver 0,6522 g de AgNO3 en agua y 
aforar a un litro. Mezclar bien. Guardar en botella oscura y proteger de la luz.  
 Solución de hidróxido de sodio 1 M: Disolver lentamente y con cuidado 4 g de 
NaOH en agua destilada, esperar a que se enfríe y aforar a 100 mL. 
 
B. Procedimiento: 
1. Verificar que las muestras a las que se va a medir el cianuro estén alcalinas 
(pH>11). Si no es el caso, adicionar gotas de la solución de NaOH 1 M. 
2. Verter con una pipeta volumétrica 10 ml de la muestra en un vaso de 
precipitado y adicionar tres gotas del indicador KI al 5%. 
3. Titular con la solución estándar de nitrato de plata hasta cambio de color de 
transparente incoloro a amarillo claro opaco si está utilizando. 
4. Registrar el volumen de solución utilizado. 
5. Repetir el análisis en blanco (utilizando agua destilada como muestra). 
 
C. Interpretación:  
 1 mL de la solución de nitrato de plata equivale a 20 mg/L de cianuro cuando 
se toma una alícuota de 10 ml de la muestra problema. 
 
D. Cálculos: 
Concentración de cianuro (mg/L) = (A – B) x 20 
 
A = mL de nitrato de plata empleados en titular 10 mL de la muestra problema. 
B = mL de nitrato de plata empleados en titular 10 mL de agua. 
